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Inventia se refera la o metoda de separare a enantiomerilor a-aminoacizilor bazici
sau acizi, destinata obfinerii unui anumit enantiomer din amestecul racemic, rezultat din
sinteza chimica sau racemizarea aminoacizilor naturali, in scopul utilizarii la sinteza unor
compusi fiziologic activi (medicamente, pesticide, cosmetice, arome si coloranti alimentari
etc.).

in scopul separarii enantiomerilor a-aminoacizilor, sunt cunoscute numeroase
metode: cristalizarea selectiva (aplicabila in cazul rar cand enantiomerii au solubilitate mai
mica decat compusul racemic), rezolutia optica prin formare de saruri diastereomere,
cromatografie chirald, sau combinatii ale acestora. in US 2940998 din anul 1960, Tetsuo
Ogawa si altii prezintd o metoda de separare a enantiomerilor acidului D,L-glutamic prin
cristalizare selectiva in conditii stricte de temperatura, agitare, suprasaturatie, pH, viteza de
racire si altele, din solutia suprasaturata, prin insamantare cu enantiomerul dorit. Cristalele
separate se supun recristalizarilor succesive, pentru a obtine puritatea optica necesara.
Metoda prezintd dezavantajul cd se poate aplica numai la putinele substante care
cristalizeaza ca agregate de cristale (solubilitatea enantiomerilor este mai mica decat a
compusului racemic), randamentul dupa 10 cicluri complete este mic (25%), puritatea optica
nu este suficientd, fiind necesare mai multe recristalizari, iar procesul este laborios, greu de
controlat si de productivitate mica.

Se cunoaste, de asemenea, din US 4533506, din 1985, o metoda de separare a
enantiomerilor asemanatoare cu cea anterioara, cu deosebirea ca insamantarea se face nu
cu enantiomerul dorit, ci cu antipodul optic al altui aminoacid, care blocheaza cristalizarea
enantiomerului apartinand seriei stereochimice opuse. Metoda prezinta aceleasi dezavantaje
ca cea discutata anterior.

in acelasi scop, in US 6372936, din anul 2000, se prezintd o metoda de separare a
enantiomerilor prin formarea de saruri diastereomere. Cum a-aminoacizii sunt substante
amfotere, continand in structura atat grupari functionale bazice, cat si acide, pentru formarea
de saruri diastereomere cu un selector chiral bazic, este necesara blocarea prealabila a
functiunii a-amino, iar pentru utilizarea unui selector chiral acid, blocarea a-carboxilului.
Metoda prezinta dezavantajul necesitatii protejarii prealabile a unor grupe functionale prin
transformare in derivati, si a deprotejarii, dupa separarea chirala, care, pe langa complexi-
tate, cost si pierderi de randament, prezinta si riscul unei reracemizari partiale. in plus, este
dificil de gasit selectorul chiral adecvat.

Se cunoaste, de asemenea, din DE 000001932190 A, din 1968, o metoda care
presupune separarea enantiomerilor a-aminoacizilor prin cromatografie pe suport chiral,
obtinut prin grefarea pe o rasina polistirenica a unor resturi de L-proling, si complexarea
acestora cu ionul Cu?*. In functie de afinitatea sterica a celor doi enantiomeri fati de Cu®*
semichelatizat, fixat pe rasina, timpii de retentie se diferentiaza, permitdnd separarea chirala.
Metoda se preteazd mai mult analizei HPLC. Pentru aplicare preparativa, prezinta
dezavantajul unei productivitafi foarte scazute si al unui consum de solvent inacceptabil.

in acelasi scop, sunt cunoscute si metode care combind separarea chirald prin
cristalizare selectiva cu metode cromatografice, membrane enantioselective sau complecsi
supramoleculari, de exemplu, din US 7820860, din 2010, care prezinta dezavantajul pretului
ridicat si al productivitatii reduse.

Problema pe care o rezolva inventia consta in cresterea randamentului de separare
si a puritatii optice a enantiomerilor a-aminoacizilor bazici sau acizi.

Metoda de separare a enantiomerilor a-aminoacizilor bazici sau acizi, prin tratarea
amestecului racemic cu o sare solubila de cupru divalent si o cantitate echivalenta dintr-un
enantiomer al unui a-aminoacid cu caracter acid sau bazic opus enantiomerului de interes,
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conform inventiei, inlaturd dezavantajele mentionate prin aceea ca amestecul de
diastereoizomeri homo- si heterochirali se separa prin filtrare, iar precipitatul continand
diasteroizomerul heterochiral se aciduleaza cu un acid tare panala pH 1,5...3, dupa care se
adauga prin picurare un compus selectat dintre borohidrura de sodiu sau o sulfura, sulfura
acida sau o polisulfura, sau se barboteaza hidrogen sulfurat, pentru a se obfine sarea de
cupru insolubild, care se filtreaza, iar filtratul este trecut peste o rasina cationica si eluat
selectiv cu hidroxid de sodiu la pH 5...6, cand se separa ligandul acid ca sare monosodica
si, respectiv, la pH 10,5...11,5, cand se separa enantiomerul care ulterior cristalizeaza din
solutia in care s-a adaugat un solvent organic miscibil cu apa.

Metoda se bazeaza pe observatia (Bacéarea, P. F. si altii, Rev. Chim. 61, 7, 2001,
p. 676; Bacarea, P. F., si altii, Rev. Chim., 63, 5. 2012; Sakurai,T., si alfii, Bull. Chem.
Soc. Japan, 49, 1, 1976, p. 169) ca interactiunile supramoleculare intre grupele functionale
din catenele laterale ale aminoacizilor bazici sau acizi, aduse in proximitate prin complexare
cu ionul Cu®, in functie de apartenenta chirald, induc asocierea intramoleculara sau
intermoleculara, cu consecinte nete asupra solubilitatii. Aceasta diferenta de solubilitate intre
complecsii micsti diastereomeri, homo- si heterochirali ai Cu?* cu un aminoacid bazic si unul
acid este exploatata in prezenta inventie.

Metoda conform inventiei constain tratarea in conditii optime a unui amestecracemic
al unui a-aminoacid bazic (de exemplu: argining, lizing, ornitinad), in solutie apoasa, cuo sare
solubild de Cu* si cu cantitatea echivalentd de L sau D-aminoacid acid (de exemplu, acid
glutamic sau acid aspartic), si reglarea pH-ului la 7,5...8,5 cu solutie de hidroxid de sodiu;
rezultd perechi de diastereomeri homo- si heterochirali (de exemplu: L-ArgCuL-Glu si D-
ArgCuL-Glu, L-ArgCulL-Asp si D-ArgCulL-Asp, L-LysCulL-Glu si D-LysCulL-Glu, L-LysCulL-Asp
si D-LysCuL-Asp, L-OrnCuL-Glu si D-OrnCuL-Glu, L-OrnCuL-Asp si D-OrnCuL-Asp, L-
GluCuL-Arg si D-GluCuL-Arg, L-AspCuL-Arg si D-AspCuL-Arg etc.), cu solubilitati foarte
diferite, care se pot separa prin simpla filtrare. Diastereomerii separati sunt descompusi prin
acidulare cu un acid tare, diluat, la pH 1,5...3. Cu®* este redus la Cu® cu o solutie de
borohidrura de sodiu, sau transformat intr-un compus insolubil (sulfura sau polisulfurd), prin
barbotarea de H,S sau dozarea unei solutii de sulfura, sulfuré acida sau polisulfura, sau intr-
un complex insolubil mult mai stabil, de exemplu, cu oxichinolind. Compusul insolubil de
cupru se separa prin filtrare, iar amestecul de aminoacid bazic si aminoacid acid sub forma
de cationi, rezultat in solutie, este retinut pe o rasind schimbatoare de ioni, de exemplu,
Amberlite IRA-120. Dupa spalarea rasinii cu apa, aminoacidul acid este eluat prin aducerea
pH-ului la valoarea de 5...6 cu solutie de hidroxid de sodiu 10...40%. Rasina se separa prin
filtrare, apoi se spala cu apa. Filtratul care contine sarea monosodica a aminoacidului acid
se concentreaza prin evaporarea apei, si se poate reutiliza la sarja urmatoare. Rasina care
mai retine aminoacidul bazic este suspendata in ap3, iar pH-ul este ridicat la 10,5...11,5 cu
solutie de hidroxid de sodiu 10...40%. Se separa rasina prin filtrare si, dupa regenerare
acida, se poate reutiliza. Lichidul care contine aminoacidul bazic eluat este tratat cu un
solvent organic miscibil cu apa, de exemplu, metanol, etanol, acetona; enantiomerul
aminoacidului bazic precipita, este separat prin filtrare, spalat pe filtru cu solvent si uscat.
Filtratul care contine diastereomerul homochiral solubil se trateaza la fel, pentru recuperarea
aminoacizilor si reutilizarea acestora.

Metoda conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- este aplicabild indiferent de solubilitatea naturala a enantiomerilor in comparatie cu
compusul racemic;

- este reproductibila, usor de aplicat industrial (controlul fabricatiei este simplu, nu
necesita catalizatori sau reactivi speciali, nici utilaje special adaptate), eficienta (se lucreaza
la temperatura camerei, cu reactivi comuni, care pot fi recuperati si reutilizati), productiva si
capabila sa asigure o puritate optica suficienta;
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- este ecologica, nu se lucreaza cu substante toxice sau agresive asupra mediului,
iar apele reziduale contin numai ioni comuni (sodiu, clorurd) sau concentratii foarte mici de
substante rapid biodegradabile (aminoacizi).

Se da in continuare un exemplu reprezentativ de realizare a inventiei, care nu
limiteaza aplicabilitatea la acest caz.

Exemplu

50 mmoli D,L-Arg (8,7 g) si 50 mmoli L-Glu (7,35 g) se dizolva in 50 ml apa. Se
adauga 50 mmoli CuCl, (6,75 g). Dupa dizolvare, sub agitare, cu o solutie de NaOH 10% se
aduce pH-ul la 7,5...8,5. Se mai agita 0,5 h, apoi se lasa la cristalizare 10...20 h (peste
noapte). La reluare, se agita energic 10...15 min, apoi se filtreaza. Precipitatul cristalin se
spala pe filtru de doua ori cu cate 15 ml apa rece. Acest precipitat contine complexul mixt al
D-Arg si L-Glu cu ionul Cu?*. Filtratul contine complexul solubil al L-Arg si L-Glu. Precipitatul
se prelucreaza pentru obtinerea D-Arg. Se suspenda in 40 ml apa si se aciduleaza cu acid
clorhidric 10% la pH 2...3, cand complexul se descompune. Pentru separarea Cu®* din
solutie, se picura 10...12 ml solutie 30% NaHS, sub agitare energica si ventilatie de
exhaustare, pentru indepartarea eventualului H,S degajat. Precipitatul negru de sulfura de
cupru se filtreaza si se spala pe filtru cu 2 x 10 ml apa. Filtratul se adauga peste 100 ml (80
g) rasina cationica Amberlit IR 120 H (forma acidad), umeda. Se agita usor, pentru
omogenizare, timp de 1 h. Se face o proba de prezenta de aminoacid, din lichid. (Peste 1 ml
solutie proba se adauga 1 ml suspensie 1 M Cu(OH), proaspat preparata, si cu solutie 5%
Na,CO, se ridica pH-ul la 7...8. Daca in lichidul supernatant limpede nu apare culoarea
albastru, inseamna ca aminoacizii au fost fixati in intregime pe rasina.) Se spala rasina de
doua ori cu apa (apa de spalare sa depaseasca nivelul rasinii). Pentru eluarea selectiva a
L-Glu se adauga solutie de NaOH 10% incet, sub agitare lentd, asa incat pH-ul sa se
mentina 0,5hla5...6. Se separa lichidul care contine glutamatul monosodic. Rasina se spala
de doua ori cu apa, apoi se ridica pH-ul la 10,5...11,5 cu solutie 10% NaOH, si se mentine
0,5 h sub agitare lentd. Se separa lichidul din care se precipita D-Arg prin adaugarea
cantitatii necesare de metanol. Se filtreaza. Cristalele se spala pe filtru cu 2 x 10 ml metanol,
si se usuca latemperatura sub 50°C. Rezulta 3,2 g D-Arg (randament fata de teoretic posibil,
82%). Metanolul din filtrat se recupereaza prin distilare, si se poate folosi la sarja urmatoare.
Filtratul care contine L-Glu se concentreaza prin distilarea apei in vid, si se poate utiliza la
sarja urmatoare. Filtratul care continea complexul solubil L-ArgCulL-Glu se prelucreaza la fel
ca precipitatul D-ArgCuL-Glu. Se recuperaza L-Glu si se poate refolosi, iar L-Arg recuperata
se poate racemiza si reintroduce in proces.
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Revendicare

Metoda de separare a enantiomerilor a-aminoacizilor bazici sau acizi prin tratarea
amestecului racemic cu o sare solubila de cupru divalent, si o cantitate echivalenta dintr-un
enantiomer al unui a-aminoacid cu caracter acid sau bazic opus enantiomerului de interes,
caracterizata prin aceea ca amestecul de diastereoizomeri homo- si heterochirali se separa
prin filtrare, iar precipitatul continind diasteroizomerul heterochiral se aciduleaza cu un acid
tare pana la pH 1,5...3, dupa care se adauga prin picurare un compus selectat dintre
borohidrurd de sodiu sau o sulfurd, sulfurd acida sau o polisulfurd, sau se barboteaza
hidrogen sulfurat, pentru a se obtine sarea de cupru insolubild, care se filtreaza, iar filtratul
este trecut peste o rasina cationica si eluat selectiv cu hidroxid de sodiu la pH 5...6, cand se
separa ligandul acid ca sare monosodica si, respectiv, la pH 10,5...11,5, cand se separa
enantiomerul care ulterior cristalizeaza din solutia in care s-a adaugat un solvent organic
miscibil cu apa.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 488/2016
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